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AMPA L-α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 
AD Alzheimer’s disease 
ADAR2 adenosine deaminase acting on RNA2 
CP cortical plate 
DTT dithiothreitol 
EDTA 2,2',2'',2'''-(Ethane-1,2-diyldinitrilo)tetraacetic acid 
EP electroporation 
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FTLD-U FTLD with ubiquitin 
FUS/TLS fused in sarcoma/translocated in liposarcoma 
EGFP enhanced green fluorescence protein 
GRD  Glycine rich domain 
NES nuclear export signal 
NLS nuclear localization signal 
PD Parkinson disease 
RRM RNA recognition motif 
SALS sporadic ALS 
SCD spinocerebellar degeneration 
siRNA small interfering RNA 
SOD1 superoxide dismutase 1 
TDP-43 trans-active response DNA-binding protein 
VCP valosin-containing protein 
VZ ventricular zone 




第1章 緒言  




される．主な神経変性疾患は，筋萎縮性側索硬化症(amyotrophic lateral sclerosis; ALS)，
パーキンソン病  (Parkinson’s disease; PD)，アルツハイマー型認知症  (Alzheimer’s disease; 
AD)，前頭側頭葉変性症  (frontotemporal lobar degeneration; FTLD)，脊髄小脳変性症  
(spinocerebellar degeneration; SCD) などがある 1．それら神経変性疾患の多くでは，異常
なタンパク質の凝集体が変性部位の神経細胞に蓄積する．異常タンパク質の主なものは，
AD では β-アミロイド  (β-amyloid)，PD では α-シヌクレイン  (α-synuclein)，ALS では
RNA/DNA 結合タンパクである transactive response-DNA binding protein 43 (TDP-43)や












ろ確立されていない 1-6．家族性 ALS (familial ALS; FALS) は全 ALS のうち 5～10％程度
であり，ほとんどは孤発性 ALS (sporadic ALS; SALS) である 6．FALS ではこれまでに，
superoxide dismutase 1 (SOD1)
7,8，TDP-43 (TARDBP)9-11 や，さらに the ubiquitin-like protein 
ubiquilin 2 (UBQLN2)
12， the expansion of a hexanucleotide repeat (C9orf72)13,14，Optineurin 
(OPTN)
15 などの遺伝子に変異が報告されている（表 1）6．これらの遺伝子変異と ALS
発症のメカニズムについては，RNA 編集異常などとの関連性 16 や，ミトコンドリアの機
能異常 17-21，タンパク分解経路の異常 22-24 や，軸索輸送の障害や 25,26 その他報告されて
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いるものの 6，家族性および孤発性の ALS の詳細な発症のメカニズムについては，現在
のところ明らかにされていない．  
 
1.3 TDP-43 と ALS 
TDP-43 は 414 個のアミノ酸からなる RNA/DNA 結合タンパクであり，2 か所の RNA
認識部位(RNA recognition motifs; RRM1, RRM2)を持ち，C 末端はグリシンリッチドメイ
ン  (Glycine rich domain; GRD) を持つ（図 1）27,28．TDP-43 は通常は核内に存在する核タ




TDP-43 は家族性および孤発性 ALS や前頭側頭葉変性症  (FTLD-U) の脳組織内に蓄積す
るタンパク質封入体の主成分として同定され 9,30,31，家族性のみならず孤発性 ALS にお
いても多くの TDP-43 の遺伝子変異が報告されている 32．特に，TDP-43 の C 末端に変異
が多く見つかっている 10,11．TDP-43 の ALS 患者の神経病理学的観察において，TDP-43
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は神経細胞の細胞質内封入体  (cytoplasmic inclusion bodies) や萎縮した神経線維内，さ
らに核内封入体  (nuclear inclusion bodies) として観察される 33 が，神経細胞体内封入体
に比べ，核内封入体は比較的少ないとされ，また，ALS 以外のヒトの神経変性疾患おい
ても TDP-43 の病理は観察されている（表 2）34．ALS 患者でみられる封入体は病理学的
には 3 種類存在し，それらはスケイン様封入体(skein-like inclusions)，球状封入体(round 
inclusions)，そして点状封入体(punctate inclusions) と呼ばれる 9,30,31．ALS と FTLD にお
ける生化学的な主たる疾患特異的な所見は，サルコシル不溶性の TDP-43 封入体中に，
異常にユビキチン化およびリン酸化された TDP-43 を含むことや，さらに 20 ～25 kDa









1.4 従来の神経変性疾患実験モデル  
これらの疑問を解明するために，これまでに多くの in vitro での実験系の報告がなさ
れている．全長の TDP-43 を導入した培養哺乳類細胞系の実験では，TDP-43 の大部分は
可溶性の状態で核内に存在し 34，神経細胞死や神経細胞数の減少も生じないが，各種の
TDP-43 断片を導入することで封入体の形成は観察されている 38．TDP-43 の封入体が形
成される実験条件としては，Nuclear localization signal (NLS) や RNA recognition motif 
(RRM)が欠損していることや，C 末端 TDP-43 断端の変異型の導入が必要であると考えら
れる 34．NLS を含まない TDP-43 の C 末端断片を初代神経細胞や培養細胞に導入させた
実験では，TDP-43 の蓄積や封入体は観察され，それらの一部はリン酸化およびユビキチ
ン化されていた 39．よって，これまでに報告されている in vitro 系の実験をまとめてみる
と，TDP-43 の封入体が形成されヒト病理と同じリン酸化 TDP-43 の存在や細胞質内封入
体の形成は再現できるが，細胞死や細胞数の減少といった現象は再現できてはいない．
これは脳内には神経細胞の他，オリゴデンドロサイトやアストロサイトなどのグリア細






生型または ALS 関連遺伝子変異型の TDP-43 を神経細胞特異的に発現させる Thy1.2，プ
リオン(mPrP)，CaMKII プロモーターやユビキタスに発現するプロモーターと共に強発
現させたモデル動物の報告がされている 41,42．しかしながら，ヒト ALS の病理学的変化
を反映させることができたモデル動物はわずかしか報告されておらず 43，3 種類のトラ




1.5 新実験系の検討－マウス子宮内胎仔電気穿孔法  





電気刺激を与えることで脳室帯  (ventricular zone；VZ）に存在する移動前の神経前駆細
胞に DNA を導入することができる．神経細胞に蛍光タンパク質である GFP 遺伝子を導
入すると，GFP タンパク質は，神経細胞体および神経突起に非常によく導入され発現す
るため，神経細胞の観察および神経回路形成などの検討には有効である 52．  
大脳皮質は異なる形態と機能をもつ神経細胞で形成された 6 層（第 I 層～第 VI 層）から
成り立つ層構造をしている（図 2）．各層の神経細胞は，側脳室に面した脳室帯にて神
経前駆細胞から最終分裂により生成された神経細胞が，ラジアルグリア細胞  (radial glia) 
を伝って VZ から髄膜に向かって移動  (migration) する 53,54. 先に生成された神経細胞は
大脳皮質板  (cortical plate; CP) 内で下層に留まり，新規に生成された細胞が CP 内で上
側の層を形成していく，”inside-out”の原理で形成される（図 3）  55,56．運動を司る神経
細胞は，大脳皮質の運動野，第 V 層に存在する比較的大きい錐体細胞  (pyramidal neuron) 
である（図 2, 赤枠）．マウス胎仔の日齢により，発生する神経細胞がどの層を形成す
るかは予め決まっているため 56，電気穿孔法を行う時期を調節することで大脳皮質の目




1.6 本研究の目的  









ALS の発症メカニズムを明らかにすることを目的とした．  
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第 2 章 実験材料と方法  
2.1 プラスミド  
実験に用いたプラスミド pCX-EGFP は大阪大学微生物病研究所岡部勝先生より譲受い
ただいた．hSOD1G93A は京都大学神経内科高橋良輔先生より譲受いただいた．hSOD1
および各種 GFP-hTDP-43 を pCX ベクターに組み込んだものを東京大学山下雄也先生よ
り譲受いただいた（図 4,5）．TDP-43 の遺伝子変異体については，所属研究室にて報告
された日本人の FALS 家系より確認された変異体であり 57，トランスジェニックマウス
においても野生型に比べて病態の表現型がより強く観察された 58，337 位のメチオニン
がバリンに置き換わった変異体 M337V を選択した．すべてのプラスミドは E. coli DH5α 






2.2 動物   
妊娠日齢が予めわかっている ICR マウスを SLC (Shizuoka, Japan) および日本クレア
(Tokyo, Japan) より購入した．In utero electroporation (EP) に用いた妊娠マウスは，ペ
ントバルビタールナトリウム（ソムノペンチル ; 大日本製薬 ,日本）を体重あたり 70 
mg/kg の濃度で腹腔内注射にて麻酔し，手術を行った．灌流固定時は，ペントバルビタ
ールナトリウムを体重あたり 100 mg/kg の濃度で腹腔内注射にて深麻酔させて行った．
すべての動物実験は，筑波大学動物実験取扱規定に従って行った．  
 
2.3 細胞  
実験に用いた HEK293 細胞  (RCB1637, Riken, Japan) は 10% ウシ胎仔血清  (fetal 
bovine serum; FBS)，100 U/ml Penicillin-Streptomycin (#15140-148, Life Technologies) を加
えた DMEM 培地  (#12699013, Life Technologies) で，37℃ , 5％CO2 の条件下で培養した．
HEK293 細胞への遺伝子導入  は Lipofectamine2000 試薬  (#11668-027, Life Technologies) 
を用い操作マニュアルに従って行った．遺伝子導入の 16 時間後に細胞は，protease 
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inhibitor cocktail (Complete, Roche-Applied Science, #1697498, Mannheim, Germany) 添加
リン酸緩衝液  (PBS) を用いて回収した．4℃ , 3,300 ×g で 5 分遠心したのち，上清を除き，
残渣（ペレット）は 1%Triton X-100 および protease inhibitor 添加 PBS に溶解した．さら
に等量の  Tris-Glycine SDS Sample Buffer (LC2676, Life Technologies)  と混和し，沸騰湯
中で 5 分間加熱した．それぞれ試料液 10μl をウエスタンブロッティング  (WB) に供し
た．  
 
2.4  マウス子宮内胎仔電気穿孔法 (in utero electroporation) 
妊娠 12.5～13.5 日目の母マウスをペントバルビタール（ソムノペンチル，共立製薬，
日本）にて麻酔し，スチロール板上に四肢をゴムバンドにて固定した（図 6a）．下部乳
頭部より 5 mm 上部の位置から頭方に向かって正中に約 2 cm 表皮を切開し（図 6b），
さらに腹膜も約 2cm 切開し子宮を腹腔外へ取り出した（図 6c）．キャピラリープラー  
(Puller P-97, Sutter Instrument, Novato, CA) にてピペットの肩面から先端まで約 1.2 cm の




側脳室に刺入し（図 6d），2.5 μl の DNA 溶液を息圧にて注入した（図 6e）51,52．DNA
として，pCX-GFP-hTDP43-FL-wt および-M337V, pCX-GFP-hTDP43-Ctf-wt および -M337V
（各 300 nM），pCX-EGFP (150 nM)，pCX-hSOD1-G93A (300 nM) を EP に用いた．それ
ぞれの DNA 液は 0.01％Fast Green FCF (Takara) 添加 PBS に溶解した．注入の 5 分後に，
ピンセット型電極  (CUY650P3, Unique Medical Imada, Miyagi, Japan) で胎仔の頭部を子
宮壁上から，陽極は DNA 溶液がちょうど確認できる頭骨頭頂部位に，陰極は小脳の後
部付近になるように配置し，5 サイクルの square electric pulses (35 V, 50 ms, 950 
ms-interval) の条件で，エレクトロポレーターCUY21 (Nepa Gene, Chiba, Japan) を用いて









2.5 脳組織抽出と免疫染色法  
免疫染色に用いる脳組織には，胎仔日齢 12.5日  (E12.5) で EPを行ったマウスを，E15.5
で母マウスより摘出または生後 7 日目および 21 日目に脳を摘出した．E15.5 の胎仔マウ
スは頭部切断後直ちに 4%パラホルムアルデヒド／PBS (PFA) 中に浸漬させ 4℃にて一
晩インキュベートした．E18.5 以後のマウスについては PFA で灌流固定を行った後，脳
を摘出して PFA に浸漬し 4℃にて一晩インキュベートした．電子顕微鏡のための脳組織
は，PFA の灌流固定または E15.5 マウスの場合は頭部切断後，2%グルタルアルデヒド
2%PFA／カコジル酸緩衝液中にて 4℃で一晩インキュベートした．免疫染色用の脳は
PFA にて一晩インキュベートしたのち PBS で洗い，その後，10%, 20%さらに 30%のス
クロース／ PBS 液にて順に 4℃にてそれぞれ一晩インキュベートした．脳組織は
Tissue-Tek OTC compound (Sakura Finetek, Tokyo, Japan)  に包埋しドライアイス中で凍結
させた後，クライオスタットにて 10～20 μm 厚さの凍結切片を作成し，スライドガラス
上に貼付した．切片は 0.1%Triton X-100/PBS (PBS-T) で OTC compoundを洗い除いた後，
1%ウシ血清アルブミン  (BSA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 添加 PBS-T を用いて室温で
1 時間ブロッキングした．ブロッキング終了後，切片は 4℃で 20 時間，一次抗体反応を
行った．一次抗体に用いた抗体を表 3 に示す．一次抗体反応終了後，PBS-T で 10 分 3
14 
 
回洗浄し，室温で 1 時間，二次抗体反応を行った．二次抗体には，Alexa-Flour 標識抗体  
(A11039, A11012, Life Technologies) を用いた．二次抗体反応終了後，DAPI solution 
(DOJINDO, Kumamoto, Japan) を室温で 5 分間反応させ，核染色した．PBS-T で 10 分 3
回洗浄後，VECTASHIELD hard set mounting medium (H-1400) で封入した．切片の蛍光顕
微鏡観察には，Zeiss Axioplan2（Keyence VB-7000 CCD カメラ付）または共焦点レーザ
ースキャン顕微鏡 Leica TCS-SP5 を用いた．   
TDP-43 陽性封入体またはリン酸化 TDP-43 陽性細胞数は，マウス 5 匹につきそれぞれ









2.6 ウエスタンブロット  
2.6.1 HEK293 細胞  
合成したプラスミドの発現を確認するために，HEK293 細胞に各プラスミドをトラン
スフェクションしウエスタンブロッティング  (WB) で確認した．トランスフェクション
後の HEK293 細胞抽出物は等量の Tricine Sample Buffer (161-0739, Bio-Lad, Hercules, CA) 
と混合し，1 M-DTT (dithiothreitol) を加えたのち 5 分間沸騰湯中で加温したものを試料
とした．試料は 10％SDS-PAGE （SDS-ポリアクリルアミドゲル）で電気泳動したのち，
PVDF 膜  (Immubilon-P Transfer Membrene, IPVH00010, 0.45 μm, Millipore) に転写した．
転写後の PVDF 膜は 1%BSA/PBS-T 中で室温 1 時間ブロッキングを行った後 4℃，20 時
間で一次抗体反応を行った．一次抗体には抗 GFP 抗体  (A11122, Life Technologies, 
1:10,000) および抗 TDP-43 C-terminus 抗体  (TIP-TD-P09, Cosmo Bio, 1:1,000) を用いた．
一次抗体反応終了後，PBS-T で 10 分 3 回洗浄後，室温で 1 時間，二次抗体反応を行った．
二次抗体には抗ウサギ IgG , HRP-linked Whole Antibody (1:10,000, NA934, GE Healthcare 
Japan, Tokyo, Japan) または，抗マウス IgG，HRP-linked Whole Antibody (1:10,000, NA931, 
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GE Healthcare) を用いた．二次抗体反応後，PBS-T で 10 分 4 回洗浄後，ECL Prime Western 
Blotting Detection System (RPN2232, GE Healthcare) を用いて検出した．  
2.6.2 免疫沈降法（Immunoprecipitation）  
また，マウス脳の WB は､マウス大脳皮質を（脳重量 1 mg に対し抽出液 5 μl）ホモジ
ナイズし，ホモジナイズには異なる抽出液：  Buffer A (10 mM-Tris-HCl, pH 7.5, 1 
mM-EDTA, 10% Sucrose, 0.8 M-NaCl)，2% Triton X-100/Buffer A，1% Sarcosyl/Buffer A を
用いて段階的に行い，Sarcosyl に不溶性のペレットは等量の 8 M-尿素  (Urea) にて溶解
した．抽出液にはいずれも proteinase Inhibitor を加えた．それぞれの抽出試料は免疫沈
降法にて濃縮を行った．1%BSA/PBS-T で室温にて 1 時間ブロッキング処理を施した免疫
沈降用磁性ビーズ  (Dynabeads M-280 Sheep Anti-Mouse IgG, 11201D, Life technologies)に，
マウス抗 GFP 抗体  (Anti-GFP, Mouse IgG2a, Monoclonal 3E6, A11120, Life technologies) 
を反応させた後，PBS-T で 3 回洗浄した．GFP 抗体を結合させた磁性ビーズ 50 µl を上
記 4 種の抽出液 500 µl と混合し，さらに 450 µl の PBS-T を加えて全量 1 ml とした溶液
を 4℃で一晩反応させた．反応液は PBS-T で 3 回洗浄し，50 µl の PBS を加えた後，等
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量の Tricine Sample Buffer (161-0739, Bio-Lad, Hercules, CA) と混合し，1M-DTT を加え
たのち 5分間沸騰湯中で加温したものを WBに用いた．WBは上記方法と同様に行った．  
 
2.7 semi-thin section の作成と電子顕微鏡による観察  
電子顕微鏡による観察のための試料は，グルタルアルデヒド固定したマウス脳を用い
た．順に 70%, 80%, 90%エチルアルコール／PBS さらに 100%エチルアルコールにてそれ
ぞれ 10 分 2 回ずつ室温にてインキュベートして脱水処理をした後，マウス脳をエポキ
シ樹脂内に包埋し，DIATOME/ULTRA CUT で 5 μm および 1 μm の厚さの切片を作成し , 5 
μm の切片は，アズールⅡ／アルデヒドフクシン染色またはメチレンブルー／アズール
染色にてアポトーシスの計測および封入体の観察に用い，1 μm の切片は電子顕微鏡  





2.8 siRNA の調整  
実験に用いた siRNA は， Stealth RNAi siRNA (Life technologies) より 3 種の
(Adarb-1MSS201350，Adarb1-MSS272851，Adarb1-MSS272856) について，それぞれを
35 ㎜シャーレに培養した HEK293 細胞にトランスフェクションし，24 時間後に細胞を
回収した．回収した細胞より得られた RNA より cDNA を合成し，ADAR2 について半
定量 RT-PCR を行い，最も ADAR2 に対する抑制効果が高い MSS201350 を選択した．
さらに Stealth siRNA に Alexa555 を付加したものを実験に用いた．  
 
2.9 統計学的解析  
すべての統計解析は One-way ANOVA および Bonferroni collection analysis にて行った． 
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第 3 章 結果  
3.1 in utero 電気穿孔法による大脳皮質第 V 層への目的遺伝子の導入  





第 V 層に存在するニューロンは，マウスでは胎生 12 日～13 日  (E12～E13) の頃に脳室











を設置して EP を行った場合，陰性荷電を持つ DNA は陽極方向に移動するため，導入し
た DNA は，右皮質の側部  (lateral) 付近と左皮質の中央部  (medial) 付近に発現した（図
7, 8A）．  











3.1.2 2 種類の DNA の導入  
次に 2 種類の DNA の導入を試みた．ALS 関連遺伝子である hSOD1 の遺伝子変異体で
ある pCX-hSOD1-G93A と pCX-EGFP を同一の DNA 溶液中に混合し EP を行った．結果，
GFP タンパクを発現したニューロンのうち 52.7 ± 0.7% (mean ± SEM) のニューロンにお
いて hSOD1 タンパクは同時に発現した（図 9）．よって，本手法により，2 種類以上の
遺伝子を同時に一つの細胞に発現させることが可能であった．  
3.1.3 タンパク質の導入  
実験系の応用として，エレクトロポレーションによりタンパク質などの物質も直接大
脳皮質内に導入が可能か検討を行った．発現の確認が容易なタンパク質として，蛍光色
素結合タンパク質である Alexa-Flour488 (A11008, Life Technologies) を選択し，2 µg/µl






3.2 ALS 関連異常タンパクの蓄積および封入体の形成  
3.2.1 ヒト TDP-43 遺伝子  (hTDP-43) の導入  
 次に，ALS 疾患関連遺伝子であるヒト TDP-43 遺伝子  (hTDP-43) の導入を試みた．
TDP-43 は本来通常の細胞中に核タンパク質として存在するため，内在性の TDP-43 と，
導入した hTDP-43 を区別するために，hTDP-43 の N 末端位に GFP タグを付加したもの
で検討を行った（図 11）．hTDP-43 は野生型と変異型  (M337V) についてそれぞれ全長
の hTDP-43 (FL-TDP-wt, FL-TDP-m337) と，ALS 患者の神経変性部位で確認される封入
体に含まれる C 末断片  (C-terminal fragment) である hTDP-43 (Ctf-TDP-wt, 
Ctf-TDP-m337) について検討した．Ctf-hTDP-43 としては 25 kDa や 35 kDa の長さのもの
など数種類が報告がされているが 35,59-61，本研究では，核局在シグナル部位  (NLS) を含
まない 25 kDa (219-414) の TDP-43 断片を作成し用いた．  
 合成したプラスミドの発現を確認するために，各種 GFP-hTDP-43 を HEK293 細胞にト
ランスフェクションし，WB で発現を確認した．一次抗体として，抗 GFP 抗体および抗
C-terminus TDP-43 抗体を用いた．抗 GFP 抗体による反応では，野生型・変異型ともに
全長 GFP-hTDP-43 は約 69 kDa 付近に（図 12 左矢頭），C 末断片 GFP-hTDP-43 は約 46 kDa
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付近にバンドが確認された（図 12 左矢印）．また，抗 C-terminus TDP-43 抗体による反
応では，FL-TDP-wt および FL-TDP-m337，EGFP さらに pCX で内在性 TDP-43 の弱いバ
ンドが 43 kDa 付近に観察された（図 12 右アスタリスク）．野生型および変異型の
Ctf-TDP-43 の予想されるバンド  (46 kDa) は内在性 TDP-43（43 kDa）とほぼ同一の場所
に重なって観られると推測され内在性 TDP-43 との明確な分離はできなかったが，
FL-hTDP-43 (69 kDa) のシグナルに比べ強いシグナルが確認された（図 12 右矢印）．  
次にマウス脳での発現を WB で確認した．抗 GFP 抗体で免疫沈降法  (IP) を行い，抗
ヒト特異的 TDP-43 抗体で WB を行った結果，全長 TDP-43 を EP したマウス脳では約 69 
kDa 付近に 2 本のバンドが確認された（図 13 左矢頭）．上部のバンドは抗リン酸化 TDP-43
抗体でも染色されたことより（データ未記載），リン酸化 TDP-43 と考えられた．また，
C 末端 TDP-43 を EP したマウス脳では約 49 kDa 付近にバンドが確認された（図 13 右矢
印）．内在性の TDP-43 は約 43 kDa 付近に観察された（図 13 アスタリスク）．  
さらにマウス脳内での hTDP-43 の発現を確認するために，EP を行ったマウス脳の免
疫染色を行った．ヒト特異的 TDP-43 抗体を用いて染色を行ったところ，GFP を発現し
ている細胞では hTDP-43 を発現していた（図 14A）．Ctf-hTDP-43 の発現の確認には，
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抗 C-terminus TDP-43 抗体を用いた．Ctf-hTDP-43 を EP したマウス脳では，GFP 陽性細
胞の抗 C-terminus TDP-43 抗体での蛍光は，内在性 TDP-43 のみが含まれる GFP 陰性細
胞のものに比べ明らかに強く（図 14B），EP した DNA がマウス脳内で発現しているの
が確認された．  
3.2.2 全長 TDP-43，野生型と変異型の導入   
 マウス脳内で導入した遺伝子の発現が確認されたため，次に，全長 hTDP-43 の野生型
(FL-TDP-wt) および変異型  (FL-TDP-m337) を EP し，それぞれ E15.5（EP の 3 日後）お
よび P7, P21 のマウス脳を免疫染色にて観察した．観察部位はそれぞれの時期における
大脳皮質運動野第Ⅴ層付近の組織におけるニューロンを観察した．TDP-43 はいずれの型
も N 末端位に GFP タグを付加しているため，GFP タンパク質の発現部位は TDP-43 タン
パク質の発現部位と考えられ，抗 GFP 抗体の免疫染色にて発現が確認できる．EGFP を
導入した同時期のマウス脳をコントロールとして GFP の局在を比較した．EGFP は神経
細胞の核内および細胞質内，さらに軸索や樹状突起などの神経突起にも幅広く分布する
ために神経細胞の移動  (migration) や軸索伸長  (axonal elongation) などの評価には適し
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ている 52．本研究においても，GFP タンパク質は E15.5 から P21 まで神経細胞体や神経
突起内に，びまん性に発現した（図 15 a-c）．  
一方，全長野生型 TDP-43 (full-wt) を EP した第Ⅴ層付近のニューロンでは，TDP-43
は，細胞質や神経突起には局在は見られず，ほとんどすべての TDP-43 は核内に局在し
ていた（図 15 d-f）．また，P21 においては，発現している細胞数や蛍光強度が減少す
る傾向が見られた．全長変異型 TDP-43 (full-M337V) を EP した場合も，全長野生型とほ
ぼ同様の結果が得られた（図 15 g-i）．第Ⅴ層付近のニューロンでの全長 TDP-43 は，主
に核内に存在し，TDP-43 の凝集体や封入体はほとんど確認できなかった．形態学的観察
においては，全長野生型と全長変異型では明らかな違いは観られなかった．  
3.2.3  C 末断片型 TDP-43 による細胞質内封入体  
次に，C 末断片型 TDP-43 を EP したものを免疫染色にて観察した．C 末断片野生型
TDP-43 (Ctf-wt) は E15.5 から P21 のいずれの時期においても，EGFP を EP した場合と





入体よりは少し輝度が低い核全体に広がる局在が確認された（図 15 l）．C 末断片変異
型 TDP-43 (Ctf-M337V) も C 末断片野生型とほぼ同様の結果であった（図 15 m-o）．C
末断片野生型と C末断片変異型とでは形態学的観察においては明らかな違いは観られな
かった．また C 末断片型 TDP-43 は NLS を含まないにも関わらず，核内にも局在が確認
された（図 15 j-o）．これらの C 末断片型 TDP-43 の分布パターンより，過剰発現させ
た C 末断片型 TDP-43 は最初に細胞質内に局在し，その後広範囲に拡散して凝集し，徐々
に封入体を形成した可能性が考えられた．  
これまで他の研究者による in vitro 系の実験で報告されている様に，本実験において




ら C 末断片型 TDP-43 による凝集体や封入体の形成開始時期について検討したところ，




3.2.4 全長 TDP-43 導入直後にのみ観られる凝集体  
 以上より，C 末断片型 TDP-43 が細胞質内凝集体や封入体の形成を誘発することが確
認されたが､さらに本実験においては，全長野生型または全長変異型 TDP-43 を EP した
ものにおいても，E15.5 の胎仔期では，一部のニューロンで凝集体が観察された．皮質
第Ⅴ層付近に移動しているニューロンにおいては図 15 に示す様に，導入した TDP-43 は
ほとんどが核内に存在したが，一部，脳室下帯付近で観られるニューロンでは，その核
は凝縮したように DAPI 染色では濃厚に染まり，また核内には TDP-43 は局在せず，そ
の核の周囲，細胞質の境界付近に，一部は核内に小さな丸い粒状の凝集体／封入体が確
認された（図 17 a-c 矢印）．また核の周囲に halo 状になって凝縮しているものも観ら








3.2.5 他の ALS 疾患因子との関連－RNA 編集異常  
 ALS の発症メカニズムとして，RNA 編集酵素  (RNA editing enzyme) である ADAR2 
(adenoshin deaminase acting on RNA2) との関連性も報告されている 16,62．ADAR2 によっ
て触媒される運動ニューロンの AMPA 受容体のサブユニット GluA2 の RNA 編集が正常
に行われないことで，運動ニューロン死が引き起こされると考えられており 16,63,64，さ
らに RNA 編集異常と TDP-43 との関連性も近年報告されている 62,65,66．神経変性疾患は
複数のメカニズムが複雑に絡み合って発症につながると考えられているため，次に，
TDP-43 の発現に加えて，ADAR2 の siRNA を同時に EP し，ADAR2 をノックダウンする
ことで導入した TDP-43 に変化が観られるかを確認した．  
まず，ADAR2 siRNA が EP によって発現されるか，さらに機能的に働くか否かを確認
した．ADAR2 siRNA と pCX-EGFP を混合し同時に EP し，3 日後にマウス脳を摘出し，
実体蛍光顕微鏡にて確認した．ADAR2 siRNA は Alexa-Flour555 をタグとして付加して
作成してあることより，発現していれば赤色の蛍光を発すると考えられた．結果，GFP
の蛍光が観られる領域にわずかであるが赤色の蛍光が観られ（図 18 a,b），EP によって
siRNA が大脳皮質内ニューロンに導入できることが確認された．  
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次に免疫染色によって ADAR2 siRNA の効果を確認した．抗 ADAR2 抗体である RED1  
(AP05073PU-N, Exalpha) による免疫染色では，全長野生型 TDP-43 (GFP-TDP-43-FL-wt) 
と ADAR2 siRNA を同時に EP したものは，TDP-43 単独のものより，RED1 の反応が落
ちていた（図 18 c,d）．TDP-43 の発現に関しては，siRNA と同時に EP した GFP-TDP-43 
wt（図 18 f,h）と，siRNA を含まないもの（図 18 e,g）とでは TDP-43 抗体による比較で
はほとんど違いは確認できなかった．  
 
3.3 TDP-43 封入体の分析  
 これまでの結果より，TDP-43 の C 末断片型が細胞質内封入体に形成に大きく関与し







3.3.1 細胞質内封入体－リン酸化およびユビキチン化  
まず，ヒト ALS 患者の病理組織中で観察される，TDP-43 凝集体中のリン酸化 TDP-43
およびユビキチン化の有無を確認するために，免疫染色を行った．結果，C 末断片変異
型 TDP-43 (P21) の EP により生成された封入体はリン酸化 TDP-43 を含み（図 19 A），
一部はユビキチン化されていることが確認された（図 19 B）．また，封入体を形成した
TDP-43 の多くは，リン酸化されていたが，一部の封入体にはリン酸化 TDP-43 が陰性の
ものもみられた（図 20 a-f 矢頭）．一方，封入体が生成されなくてもリン酸化 TDP-43
が陽性となるものも観られた（図 20 a-h 矢印）．封入体非形成のリン酸化 TDP-43 の多
くは核内で観察された（図 20 g,h）．  







3.3.2 封入体形成率およびリン酸化 TDP-43 陽性率  
 さらに，GFP 陽性細胞に対する凝集体形成率（図 22 A）  およびリン酸化 TDP-43 陽
性率（図 22 B）  を，全長および C 末断片型 TDP-43 それぞれ野生型と変異型について
計測した結果を，マウスの日齢毎に検討した．  
凝集体陽性細胞については，E15.5 と P21 の野生型 TDP-43 を EP したものは，全長に
比べ C 末断片型は有意に高い凝集体形成率を示した（図 22 A; 全長野生型 4.9 ± 0.8%, C
末断片野生型  9.3 ± 1.1%，E15.5 (p < 0.01)，全長野生型 2.7 ± 1.2%, C 末断片野生型 17.3 ± 
4.4%, P21 (p < 0.001); mean ± SEM; n=5）．野生型と変異型との比較では，凝集体形成率
については有意な差は観られなかった．  
リン酸化 TDP-43 陽性率については，E15.5 と P21 の野生型 TDP-43 を EP したものは，
凝集体形成率とやや類似した傾向が観られ，全長に比べ C 末断片型は有意に高いリン酸
化 TDP-43 陽性率を示した（図 22 B; 全長野生型 4.9 ± 0.5%, C 末断片野生型 29.2 ± 5.4%, 
E15.5, p < 0.001，全長野生型 5.3 ± 1.6%, C 末断片野生型 24.9 ± 6.4%, P21, p < 0.01, n=5）．
生後 21 日では，C 末断片野生型 TDP-43 を EP した細胞のリン酸化 TDP-43 陽性率は同じ
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C末断片変異型 TDP-43を EPした細胞よりも高い値となった（C末断片野生型 24.9 ± 6.4%, 
C 末断片変異型  8.1 ± 1.3%, p < 0.05）．  
3.3.3 胎仔期の全長野生型 hTDP-43 に観られる核周辺の封入体  
FL-TDP-43を EPした場合に胎仔期  (E15.5) にのみ観察された核周囲の凝集体／封入
体について，ヒト特異的抗 TDP-43 抗体および抗リン酸化 TDP-43 抗体  (pS401/410) を
用いて免疫染色を行い分析した．結果，核周囲の凝集体／封入体はヒト特異的抗 TDP-43
抗体には陽性であったが（図 23 A），抗リン酸化 TDP-43 抗体には陰性であった（図 23 
B)．これらの細胞では，核内の TDP-43 は免疫染色では染色されなかった．   
3.3.4 核内封入体  
C 末断片野生型 TDP-43 を導入した E15.5 と P21 のマウス脳について，semi-thin 切片
を作成しメチレンブルー染色にて観察したところ，細胞質内封入体に加えて，蛍光免疫
染色では明確に確認出来なかった核内にも封入体が存在しているのが観察された（図 24 
A 矢頭）．またこれらの封入体は抗 GFP 抗体にも陽性であり（図 24 B），EP により導
入した C 末断片型 TDP-43 が，細胞質内および核内で封入体を形成したことが明らかに
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なった．さらに C 末断片野生型 TDP-43 を導入した胎仔マウスの semi-thin 切片における
核内封入体数および細胞質内封入体数を計測した．結果，核内封入体数は 41.6 ± 4.6% 
(mean ± SEM, n=12)，細胞質内封入体数は 8.87 ± 1.0%（同）であり，核内封入体形成数




が（図 26 a），C 末断片野生型 TDP-43 を EP した胎仔脳  (E15.5) では，一部の神経細胞
では核内封入体が観察された（図 26 b,c）．また，成体マウス  (P21) においても同様に
C 末断片野生型 TDP-43 を EP したマウス脳組織では，多くの細胞で核内封入体が確認さ
れた(図 27 A, B)．興味深いことに，核内封入体（図 27 A, B アスタリスク）は，クロマ
チン様構造物を巻き込んでいた．また核膜付近に局在している封入体では(図 27B)，封





3.4 TDP-43 封入体形成による神経細胞への影響  
神経変性疾患において観察される主な病理像は，異常タンパク質の蓄積および神経細
胞数の減少である．そこで，封入体の形成が神経細胞死に関与するのか検討を行った． 
3.4.1 神経細胞死  
ヒト大脳皮質運動野第Ⅴ層に存在する大型の錐体細胞の細胞数は，ラット，マウスで
はもともとその数が少ないため，生後から大人のマウス脳では，神経細胞死による細胞













ロールとし，全長野生型 TDP-43 と C 末断片野生型 TDP-43 についてそれぞれ E15.5 のマ
ウス脳についてアポトーシスを生じている細胞数を計測した．結果，コントロール  (0.38 
± 0.05%, mean ± SEM) に比べて全長野生型 TDP-43 (0.85 ± 0.12%) は有意に多く  (p < 
0.05)，さらに C 末断片野生型 TDP-43 (3.05 ± 0.19%) はコントロールさらには全長野生
型 TDP-43 に比べてもアポトーシスを生じている細胞の数が有意に多かった（p < 0.01，







3.4.2 アポトーシス細胞の電子顕微鏡による観察  
さらに C 末断片野生型 TDP-43 を EP した成体マウス脳  (P21) の組織について電子顕
微鏡による観察を行った．結果，細胞質内封入体や核内封入体を持つ細胞が観察される
（図 27）と同時にアポトーシスを生じている細胞が多く観察された（図 30）．神経細
胞体は電子密度  (density) が増しており，濃縮されているように観察された（図 30 A,B）．
また，核は膨大し，周辺の変質した細胞質は凝集体を形成していると観られ，その中に
はミトコンドリアや小胞体などの細胞内小器官が巻き込まれているのが観察された（図
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RNA/DNA 結合タンパクである TDP-43 は､RNA スプライシングや翻訳，micro RNA の発


































4.2 TDP-43 細胞質内封入体の形成  
細胞質内の TDP-43 の蓄積  (aggregation) や封入体  (inclusion bodies) の形成，核から
の TDP-43 除去  (nuclear clearing)，TDP-43 タンパク質のリン酸化  (phosphorylation) やユ
ビキチン化  (ubiquitination) は，ALS の病理学的特徴である 34．本法の in utero エレクト
ロポレーションにより，C 末断片型 TDP-43 をマウス大脳皮質に導入することで，凝集
体／封入体の形成，TDP-43 のリン酸化およびユビキチン化が観察された．ALS 患者運
動ニューロンの細胞質中に観られる封入体は，ユビキチン化されており 79，またリン酸
化 TDP-43 と C 末断片化 TDP-43 が含まれていることが報告されている 35．従って，本
40 
 
法により TDP-43 によるヒト病理は一部再現出来たと思われる．さらに，C 末断片型
TDP-43 を EP した場合は，in vitro 系の実験においても同様の結果が報告されている 80-83
ように，そのほとんどが細胞質内と神経突起内に分布し，点状  (punctate) または球状  
(round) の封入体を形成した．しかしながら本法では，C 末断片型 TDP-43 は NLS を含
まないにも関わらず，一部は核内にも局在した．これに類似した C 末断片 TDP-43 の核
内分布は，トランスジェニックマウスにおいても報告されている 84,85．NLS を含まない
にも関わらず C 末断片型 TDP-43 が核内に存在する理由は明らかではないが，Wils らは
約 25 kDa の C 末断片型 TDP-43 は分子サイズが小さいため，受動的に核内に戻る可能性
や，C 末断片型 TDP-43 は，RNA 結合サイトのグリシンリッチドメインを含むため，内
在性 TDP-43 や他の RNA などのターゲット成分に結合することによって核内に再び戻り
局在することを推測している 84,85．  
 
4.3 リン酸化 TDP-43 と封入体の関係  
封入体形成率およびリン酸化 TDP-43 含有率は，全長の TDP-43 を導入した場合に比べ
て C 末断片型 TDP-43 を導入した場合に，野生型においても変異型においても明らかに
41 
 
高い傾向を示した(図 23)．封入体に含まれる TDP-43 のリン酸化について，リン酸化が
先に起こった後に封入体が形成されるのか，また凝集した後にリン酸化されるのかにつ
いては，これまでにも議論となっているところであるが未だ明らかではない．C 末断片
型 TDP-43 を EP 後のマウス大脳皮質内では，多くの凝集体はリン酸化 TDP-43 を含んで
いたが，のみならず，凝集していないリン酸化 TDP-43 や，リン酸化されていない封入
体もまた観察された．核内に存在するリン酸化 TDP-43 は凝集体を形成していないが，




リン酸化 TDP-43 形成率では，野生型では C 末断片に切断されることで全長 TDP-43
よりもリン酸化されやすい傾向が観られた（図 22）．一方 M337V 変異型の場合は，全
長 TDP-43 も C 末断片型 TDP-43 と同等にリン酸化されやすい傾向が観られた（図 22）．





った．この理由として，リン酸化された C 末断片変異型 TDP-43 の細胞毒性が非常に高
く，細胞自体が死滅して減少したために，みかけのリン酸化 TDP-43 陽性率が減少した
可能性や，また，本検討で用いた C 末断片化された変異型 TDP-43 は立体構造が変化し，
リン酸化されにくくなっている可能性なども考えられた．リン酸化と断片化，封入体形
成のされやすさについては，他の変異型も含めてさらに検討の必要がある．  
 ヒト ALS において，リン酸化 TDP-43 を含む細胞数についての詳細な報告はないもの
の，SALS 患者組織では，約 20%のニューロンにユビキチン陽性封入体が含まれ，約 12%
のニューロンに TDP-43 陽性封入体（リン酸化 TDP-43 でないものも含む）が報告されて
いる 30．また，トランスジェニック動物モデルにおいては，リン酸化 TDP-43 の封入体
が確認されるのは「ごくわずか」か「まれに」である 43,86,87．Xu らは，運動神経細胞に
含まれるリン酸化 TDP-43 の封入体は，核内に約 15%，細胞質内にはごくわずかと報告
している 45,46,85,88．さらに，Igaz らはリン酸化 TDP-43 凝集体を含む神経細胞はわずか 1%
のみと報告している 46．本研究では，これらの報告に比して非常に多くの TDP-43 の凝
集体や，リン酸化 TDP-43 を含む封入体が神経細胞内に存在することが確認された．本




4.4 ADAR2 と TDP-43 との相互作用  
 運動ニューロンが選択的に死滅する ALS の原因の一つとして，SALS ではグルタミン
酸受容体サブユニット GluA2 の RNA editing 異常が考えられている 16,63,89-91．SALS 患者
の脊髄運動ニューロンでは AMPA 受容体のサブユニットである GluA2 の正常な RNA 編
集が低下しており，ADAR2 と呼ばれる酵素によって選択的に触媒される GluA2 のグル
タミン／アルギニン(Q/R) 部位の RNA 編集が行われないことで，運動ニューロンが緩徐
な死を引き起こすことが報告されている 63．一方で ALS や FTLD-U の患者脳から TDP-43
の蓄積が報告されており 35,36，ALS の発症に，TDP-43 と RNA 編集異常など，複数の要
因が互いに関連・相互作用を持つ可能性が高いと考えられている 62,65,66．ヒト脳の解析
では，ADAR2 が欠失した運動ニューロンでリン酸化 TDP-43 封入体が出現することが報
告されている 62,65,66,92．そこで GluA2 の RNA 編集酵素である ADAR2 をノックアウトす
ることで，TDP-43 の発現や断片化や神経細胞の形態・生存に変化が観られることが期待
される．ADAR2 ノックアウトの方法として，ADAR2 ノックアウトマウスに TDP-43 を





られることから 63，ADAR2 の siRNA を TDP-43 と同時に EP する方法を選択した．全長
野生型 TDP-43 と ADAR2 の siRNA を同時に EP した場合は，TDP-43 単独で EP した場
合に比べて，EP部位の ADAR2 発現は低下し，siRNAの有効性は確認されたが（図 18 c,d），
TDP-43 の発現や神経細胞死数の増加，さらに TDP-43 封入体形成の増加など，期待した




4.5 全長 TDP-43 による細胞質内封入体  
C 末断片型 TDP-43 を細胞に導入した場合に細胞質内に封入体が形成されることは in 
vitro 系の実験でも報告されているが 80,82,93，本研究では，全長 TDP-43 を EP した場合に
おいても一部の神経細胞で，TDP-43 は細胞質内に局在し，小型の球状の封入体が核内お
よび核周辺（核傍）に観察され，核からの TDP-43 の除去  (nuclear clearing) や halo 状の
凝集体が核周辺に観察された（図 17）．今回の検討に用いた全長の TDP-43 は，N 末端
位に GFP タグを付加させていることより，この核周辺の凝集体は，全長の TDP-43 その
45 
 
ものかまたは全長 TDP-43 が切断されて生じた N 末端断片である可能性が考えられた 37．
この現象は，EP 後の早期の胎仔期に観察され，P7 や P21 にはほとんど観察されなかっ
た．この理由として一つには EP により TDP-43 が強発現された細胞の生体内防御反応と
して，自らアポトーシスを起こすことで過剰な TDP-43 を核より排除したのではないか
という可能性が考えられた．   
また，全長 TDP-43 胎仔マウスの封入体が観られる細胞では TDP-43 の nuclear clearing
が観られ，核は凝縮された様な形状をしているが（図 17），C 末断片型 TDP-43 を導入
した成体マウスの細胞質内封入体を持つ細胞の核では TDP-43 は薄く分布しているが，
形状はほぼ正常と思われ凝縮した形状の核はほとんど観察されなかった．このことは，
C 末断片型 TDP-43 は発現直後に，核から細胞質内へと移動したのち細胞質内で凝集し













4.6 封入体形成による神経細胞への影響  
電子顕微鏡による観察において，核周辺に観られる細胞質内封入体にはミトコンドリ
アや小胞体などの細胞内小器官が含まれていることが観察された（図 21，図 30 C）．ミ










おける細胞死を引き起こした細胞数の検討を行ったところ，C 末断片型 TDP-43 を EP し
た場合の胎仔期の検討では，本来胎仔期に生じている通常のアポトーシス以上に細胞死











4.7 核内 TDP-43 封入体  
本検討では，細胞質内封入体の他に核内 TDP-43 封入体が多数観察された．当初は厚
さ 20 μm の切片で蛍光免疫染色を行っていたため，細胞が重なって核内封入体は不明瞭
であったが，5 μm の semi-thin 切片の観察により，核内封入体の観察が容易となった（図
24, 28）．さらに電子顕微鏡による C 末断片型 TDP-43 を導入したマウス脳の観察におい
ても，核内封入体が多くの細胞で観察された（図 26, 27）．ヒト ALS やその他の神経変
性疾患においては，これまでの報告では，核内封入体は観察されるものの，その量は細
胞質内封入体に比べかなり少ないと考えらえている（表 2）34．しかしながら本検討では
むしろ，核内封入体の方が細胞質内よりも多く観察された（図 25）．  
興味深いことに，核内封入体がクロマチン様構造物を巻き込んで存在しているのが観察
された（図 27）．クロマチンは遺伝子の発現，分離，複製，修復など DNA が関わる機
能を制御しており，クロマチンの構造が変化することでその機能に影響を与えることが





核膜には核膜孔  (nuclear pore) が存在し，核膜孔は核膜孔複合体  (nuclear pore complex; 
NPC) で形成されている 95-97．TDP-43 や FUS/TLS などの RNA/DNA 結合タンパク質や核
タンパク質，リボゾーム前駆体などの核内外の物質は，インポーチン  (importin) やエク
スポーチン  (exportin) などの輸送タンパクと結合しさらに NPC と相互作用をしながら
核内外の移動が行われていると考えられており 95,96,98-103，核内封入体が核膜に物理的に
接触することにより，核膜孔における輸送を阻害し，阻害された物質の機能を抑制して
いる可能性が考えられた 104．また，NPC の形態が変化することで Ca2+ イオンの流入に
よる細胞死が生じることなどがこれまでに報告されており 97,105，核内封入体と結合して
いた構造物が NPC の構造に影響を及ぼすことにより，細胞死に影響を及ぼしている可能
性も考えられた．   
さらに本検討において，核内封入体が多く観察される組織では同様にアポトーシスを
生じている細胞も多く観察された．核内封入体を含む細胞数が全細胞数の約 41％である
が（図 25），アポトーシスを生じている細胞数は核内封入体数に対し約 1 割程度であっ
た（図 28）．したがって，核内封入体を生じている細胞が即座に細胞に対し何か影響を
及ぼすのではなく，むしろ時間をかけて徐々に細胞機能を変化させている可能性が示唆







者脳で観察されることや 110，近年では C9orf72 変異のある FTLD や MND/ALS 患者脳の








の働きを示す TDP-43 についてもいくつか報告されている 116-125．TDP-43 が含まれる ALS
患者脳抽出液を種（シード）として細胞に取り込ませた後正常な細胞と共に培養すると，










第 5 章 結論  
神経変性疾患のメカニズムを評価するための新たな実験方法 in utero electroporation に
より，ALS の病態の特徴である TDP-43 タンパク質の封入体の形成に成功した．形成さ
れた封入体は､リン酸化およびユビキチン化されており，ヒト ALS の病理を反映させる
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表 1. Genetic causes of amyotrophic lateral sclerosis 






% of FALS 
ALS A+F FTLD 
Enzyme 
Superoxide dismutase 1 (SOD1) 21q22.1 D + Rare  20% 
RNA-binding and/or processing protein dysfunction 
TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) 1p36.2 D + + Rare 1-5% 
FUS 16p11.2 D + + Rare 1-5% 




UN +   UN 
Ewing sarcoma breakpoint region 1 
(EWSR1) 
 UN +   UN 
Angiogenin (ANG) 14q11.2 D + +  <1% 
Senataxin (SETX) 9q34 D +   UN 
Repeat expansions 




D + + + 40-50% 
Ataxin (ATXN2) 12q24 D +   <1% 
Proteostatic proteins 
Ubiquilin 2 (UBQLN2) Xp11 D + +  <1% 
Optineurin (OPTN) 10p15-p14 D + +  <1% 
Sequestosome (SQSTM1) 5q35 D + + + UN 
Valosin-containing protein (VCP) 9p13 D + + + <1% 
Alsin 2q33.2 R +   <1% 
Charged multivesicular body protein 2b 
(CHMP2B) 
3p11 D + + + UN 
ExcitotoxicityD 
D-amino-acid oxidase (DAO) 12q24 D +   <1% 
Cytoskeleton/cellular transport dexicits 
Vesicle-associated membrane 
protein-associated protein B and C (VAPB) 
20q13.3 D +   <1% 
Dynactin 1 (DCTN1) 2p13 D +   UN 
Neurofilament heavy chain (NFH) 22q12.2 D? +   UN 
Profilin 1 (PFN1) 17p13.2 D +   UN 
ALS, amyotrophic lateral sclerosis; FALS, familial ALS; SALS, sporadic ALS; FTLD, frontotemporal 
lobe degeneration; D, dominant; R, Rexessive; UN, unknown. 
Ref. W. Robberecht and T. Philips, Nature Reviews Neuroscience (2013) 248-264 
  
 表 2. TDP-43 pathology in human disease. 
Desease Microscopic features Location Frequency 
(%) 
Neurodegenerative 
ALS NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Widespread: spinal motor 
neurons, frontal and temporal 
neocortex, basal ganglia, limbic 
structures 
～100 
FTLD-TDP NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Widespread: frontal and 
temporal neocortex, basal 
ganglia, limbic structures 
100 
Alzheimer’s disease NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Limbic predominant: amygdara, 
entorhinal, hippocampus, 
dentate, cingulate, insula. 
Less commonly in upper 
neocortical layers 
33-57 
Parkinson’s disease NCI and GCI 
DN, nuclear clearing 
Limbic predominant 19 
Dementia with Lewy 
bodies 
NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Limbic predominant 45 
Corticobasal 
degeneration 
NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Varied from limbic 




NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Limbic predominant 0-26 
Dementia 
parkinsonism ALS 
complex of guam 
NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Widespread: frontal and 
temporal neocortex, basal 
ganglia, limbic structures, spinal 
motor neurons 
100 




IBMPFD CI, nuclear clearing Affected muscle groups 100 
Sporadic IBM CI, nuclear clearing Affected muscle groups 78-100 




NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Widespread: frontal and 
temporal neocortex, basal 
ganglia, limbic structures 
83-100 
Normal individuals 
aged > 65 
NCI and GCI >> NII 
DN, nuclear clearing 
Limbic predominant 29 
IBMPFD, inclusion body myopathy, Paget’s disease and frontotemporal dementia; IBM, inclusion 
body myositis; NCI, neuronal cytoplasmic inclusions; GCI, glial cytoplasmic inclusions; NII, neuronal 
intranuclear inclusions; DN, dystrophic neuritis; CI, cytoplasmic inclusions. 
 
Ref. RH. Baloh, FEBS Journal 278 (2011) 3539-3549 
  
表 3. 免疫染色に用いた一次抗体 
 
抗体の種類 メーカー カタログ番号 使用濃度 
GFP Life Technologies A10262 1:10,000 
Phosphorylated TDP (pS409/410) Cosmo Bio TIP-PTD-P01 1:1,000 
TDP-43 C-terminus (405-414) Cosmo Bio TIP-TD-P09 1:1,000 
TARDBP Protein Tech 10782-2-AP 1:200 
Human specific TARDBP Protein Tech 60019-2-Ig 1:100 





1                  82 98    111               169      193                   257     274               314                                 414                        
NLS NES 
RRM1 RRM2 GRD 
G287S        A315V        N345K        S379P/C 
G290A        A321V/G    G348C/V    A382P/T 
S292N        Q331K        N352S/T     I383V 
G294A/V     S332N        R361S        G384R 
Gn95R/S     G335D        P363A        N390D/S 
G298S        M337V        Y374X        S393L 
M311V        Q343R        N378D 
D169G K263E 
N267S 
★ ★ ★ ★ ★ 
N terminus C terminus 
図 1. TDP-43の構造 
TDP-43は414個のアミノ酸からなるタンパク質で，2つのRNA-recognition motif (RRM1, 
RRM2)と，C末端側の glycine-rich domain (GRD)，nuclear localization signal (NLS) と 
nuclear export signal (NES) を持つ．遺伝子変異はほとんどがC末端側に存在するが，例外
としてD169Gにも観られる．よく知られたリン酸化部位は，Ser 379, Ser 403/404, 
Ser409/410である(アスタリスク)．(Ref. E. B. Lee et al. 2012, Nature Reviews) 
 
図 2. 大脳皮質の6層構造 （Brodmann 解剖学より引用） 
運動ニューロンである錐体細胞の細胞体は第V層に存在する． 





らE13.5の頃である．(Ref. Woodworth et al. 2012, Cell)  
pCX-hSOD1 
 G93A 
 5.2 kbp 
hSOD1(G93A) 
cDNA 











図 5. プラスミドマップ （pCX-GFP-hTDP-43 and pCX-GFP-hTDP-43 (220-414)） 















図 7. GFPタンパク質の発現 
エレクトロポレーション2日後に胎仔脳を摘出し､GFPタンパク質の発現を実体蛍光顕微鏡
にて観察した． 
図 8. 電極の向きによる発現部位の調節 
右側脳室のDNA液を注入し，右側脳に陽極，左側脳に陰極を置いて電圧をかけた場合 (A) 
は，右脳皮質の側部 (lateral) と左脳皮質の中央部 (medial) 付近に発現した．前頭部に陽極，
後頭部に陰極を置いて電圧をかけた場合 (B) は，両側の運動野付近に発現した． 
A.  電極を左右にセットした場合 




25 μm 25 μm 
図 9. 2種のプラスミドを同時にエレクトロポレーションした場合 
pCX-EGFPとpCX-hSPD1 G93Aを同一の溶液中に混合し，同時にEPを行った．52.7%の細胞
で同時に2種のタンパク質が発現した (矢頭)．緑; 抗GFP抗体, 赤; 抗SOD抗体,  
Zeiss Axioplan2, scale bar = 25μm 
Dorsal 
Ventral 
図 10. タンパク質溶液のエレクトロポレーション 
蛍光色素付のタンパク質として，AlexaFlour488溶液を直接大脳皮質内にEPした． 
翌日に胎仔脳を摘出し，実態蛍光顕微鏡にて観察した． 
図 11. エレクトロポレーションに用いたhTDP-43プラスミド 
全長のhTDP-43  (FL) とC末端hTDP-43 (Ctf) は，ともに野生型 (wt) および変異型 (m337) を
作成し，それぞれN末端側にGFPタグを付加した．NLS; nuclear localization signak, RRM; 
RNA-recognition motif, GRD; Glycine rich domain,．Ctf-TDP-43はNLSを含まない． 
 
図 12. HEK293細胞でのGFP-hTDP-43の発現確認 
各種プラスミドをHEK293細胞にトランスフェクションしプラスミドの発現をウエスタ
ンブロットで確認した．左は抗GFP抗体､右は抗C terminus TDP抗体．全長のGFP-TDP-
43は約69 kDa 付近 (矢頭) に，C末断片のGFP-TDP-43は約46 kDa 付近 （矢印）に発現




図 13. EPマウス脳でのGFP-hTDP-43の発現確認 
全長野生型TDP-43 (GFP-hTDP-43 FL-wt) とC末断片野生型 (GFP-hTDP-43 Ctf-wt) をエ
レクトロポレーションし，マウス脳内でのプラスミドの発現をウエスタンブロットで
確認した．左2枚は全長野生型TDP-43，右2枚はC末断片野生型TDP-43のもので，各抽
出液毎に左からBuffer A (BA), 2%Triton X-100/Buffer A (TnX), 1%Sarcosyl/Buffer A (Sar) 
と8M-Urea (Urea) で抽出した試料をそれぞれinput（左）とGFP抗体ビーズによる免疫
沈降法（IP: GFP，右）を行ったもの．全長TDP-43は，約69 kDa付近 (矢頭) に2 本のバ
ンドが確認された．C末断片TDP-43は，約50 kDa付近 (矢印) に発現した．右図では､内
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(A) 全長野生型TDP-43 (GFP-hTDP-43 FL-wt) を導入したマウス脳の免疫染色結果．GFP
陽性細胞は，ヒトTDP-43特異的抗体 (hTDP) に陽性であった（矢印）．(B) C末断片野
生型 (GFP-hTDP-43-Ctf-wt) を導入したマウス脳は，GFP陽性細胞（矢頭）における抗
TDP抗体による輝度は，内在性TDP-43 (アスタリスク) に比べ明らかに強輝度であった．





図 15. 各種GFP-hTDP-43の違いによる発現パターンの違い 
EGFPおよび各種GFP-TDP-43を導入した，各時期におけるマウス脳の免疫染色結果．
greem;; GFP, blue; DAPI．EGFPはいずれの時期においても核・細胞質および神経突起に
広範囲に渡り分布し，良好に発現した (a-c)．全長野生型 (FL-wt) は主に核内に発現が観
られた (d-f)．全長変異型 (FL-M337V) も全長野生型同様，ほとんどが核内に発現した 
(g-i)．C末断片野生型 (Ctf-wt) は導入直後のE15.5では，核および細胞質さらに神経突起
にも広く分布し (j-l), P21になると，細胞質内に球状の封入体が観察された（l, 矢頭）．
C末断片変異型 (Ctf-M337V) も，C末断片野生型同様の分布を示し，P21では細胞質内の
封入体が観察された (m-o)． Leica TCS-SP5, scale bar = 25 μm 
50 μm 
20 μm 20 μm 
VZ 
図 16.  封入体の形成開始時期 
C末断片野生型TDP-43 EPした翌日 (E13.5) の組織ですでに封入体が形成された．
VZ; ventricular zone, Zeiss Axioplan2  
図 17. 全長TDP-43を導入した場合に胎児期にまれに観られる凝集体 
全長TDP-43を導入した場合にまれに観られる封入体．核内にTDP-43の封入体や（b, 矢
印），核周囲の細胞質内に封入体が観察された（c-d, 矢印）．また，核周囲のhalo状の
凝集も観察された（e, 矢頭）．greem; GFP, blue; DAPI, Leica TCS-SP5, scale bar = 5 μm 
GFP-TDP-43-FL-wt 
siRNA to ADAR2 




図 18.  siRNA-Alexa555-ADAR2 の導入とTDP-43発現への影響 
Alexa555を付加したsiRNA-ADAR2をEGFPと共にエレクトロポレーションを行い，EP2日後  
(E15.5) のマウス脳を実体蛍光顕微鏡で観察した．EGFPの蛍光 (a) とほぼ同位置に赤色の蛍
光 (b) が確認され，EPによりsiRNAを導入することが可能であった． 
siRNA-ADAR2 と全長野生型TDP-43を同時に導入したマウス脳組織 (d) は､全長野生型TDP-
43のみを導入したもの (c) に比べてADAR2の発現が減少したが，TDP-43の発現パターンに
大きな違いは観られなかった (e-h)．緑; anti-TDP antibody, 赤;  anti-ADAR2 antibody (RED1), 



















図 20. TDP-43封入体とリン酸化TDP-43の関係 
TDP-43の封入体の多くはリン酸化されていたが（a-d, 矢印），一部にはリン酸化TDP-43
を含まない封入体（a-d, e-f, 矢頭）や，リン酸化TDP-43抗体に陽性であるが封入体を形成
していない細胞 （g-h, 矢印）が観察された．a-d: E15.5, e-h; P21, いずれもC末断片野生型








図 21. ミトコンドリアや細胞内小器官を含むEPマウス胎仔脳の細胞質内封入体  
変形した核と，ミトコンドリア（矢印）や小胞体（矢頭）などの細胞内小器官を取り込んで
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図 22. 封入体形成率およびリン酸化TDP含有率 
GFP陽性細胞数に対する，封入体形成細胞数(A)，およびリン酸化TDP-43陽性細胞数(B)．
野生型および変異型の全長TDP （FL; 灰色），C末端TDP（Ctf; 黒色）を導入したものそ
れぞれE15.5，P7およびP21毎に示した． * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
A 
B 
図 23. 全長TDP-43を導入した胎児期に観られる核周辺の封入体の解析 
全長野生型TDP-43t導入後，E15.5で観察される核周囲の封入体をそれぞれヒト特異的
TDP抗体(A)およびリン酸化TDP抗体(pS409/410, B)で免疫染色を行った．ヒト特異的TDP
抗体に陽性であったが（A, 矢頭）, リン酸化TDP抗体 (B) には陰性であった．Leica TCS-










図 25.  TDP-43をエレクトロポレーションで導入したマウス胎仔脳の核内封
入体および細胞質内封入体の形成細胞数 
semi-thin 切片による組織観察で計測された核内封入体 (nuclear inclusion) および細胞質内
封入体 (cellular inclusion) を含有している細胞数の割合． *** p < 0.001 
*** 
図 26.  EPマウス胎仔脳の神経細胞に観られる核内封入体  
正常な神経細胞では核および細胞質内には封入体は観察されなかった (a)．一部の細胞では
核内にも封入体観察された (b, c) ．C末断片野生型TDP-43 EPマウス (E15.5)．Zeiss EM-902, 
scale bar = 25 μm 
a b 
c 
図 27.  EP成体マウスの神経細胞に観られる核内封入体  
（A）正常な神経細胞と核内封入体を持つ神経細胞が観察された（上）．封入体(＊）はクロ
マチンと観られる物質と結合していた（中および下）．（B) 核膜と架橋（矢頭) を形成して
いる核内封入体(＊）．C末断片野生型TDP-43  EPマウス (P21)．Zeiss EM-902 
A B 
25 nm 25 nm 
10 nm 10 nm 





図 28.  種々の形態の封入体および封入体周辺に観られるアポトーシスを生じて
いる細胞の形態  
細胞質内封入体（白矢印），核内封入体（赤矢印）およびアポトーシスを生じている細胞





図  29.  TDP-43をエレクトロポレーションで導入したマウス胎仔脳のアポ
トーシスを生じている細胞数 
全長野生型TDP-43 (FL-TDP-43-wt) およびC末断片野生型TDP-43 (Ctf-TDP-43-wt) をEPし
たものは，コントロールに比べアポトーシスを生じている細胞が有意に増加していた。
さらにC末断片TDP-43をEPしたものは全長TDP-43をEPしたものに比べても有意に増加







図 30. EP成体マウスで観られるアポトーシスを生じている神経細胞 
アポトーシスを生じている錐体細胞(A)および神経細胞体(B，C)．変形した核が観られ（A,C 
矢印），変質した細胞質にはミトコンドリア（アスタリスク）や小胞体（矢頭）などの細胞
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